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1. Deutsche Zusammenfassung 
1.1 Einleitung 
Orofaziale Spalten sind eine häufige angeborene Fehlbildung, die in verschiedene 
Subtypen eingeteilt wird. Die häufigste Form ist die nicht-syndromale „Lippenspalte mit 
oder ohne Gaumenspalte" (Englisch: nonsyndromic cleft lip with or without cleft palate, 
NSCL/P). Diese ist durch Spaltung der Oberlippe und fakultativ zusätzlich durch 
Spaltung des Gaumens gekennzeichnet (Mossey und Little, 2002). Die Ätiologie ist 
multifaktoriell, d.h. sowohl auf Umwelteinflüsse als auch auf genetische Faktoren 
zurückzuführen. Auch die meisten Krebserkrankungen weisen eine multifaktorielle 
Ätiologie auf. Molekulargenetische Studien - darunter insbesondere die in den letzten 
Jahren veröffentlichten genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) - konnten Risiko-Loci 
sowohl für verschiedene Krebssubtypen, als auch für NSCL/P identifizieren. 
Epidemiologische Studien ergaben Hinweise auf eine gemeinsame genetische Ätiologie 
orofazialer Spalten und spezifischer Krebserkrankungen. Eine der größten 
Untersuchungen in diesem Zusammenhang war die dänische Kohortenstudie von Bille 
et al. (2005), die  eine signifikant höhere Prävalenz von Brustkrebs, Hirntumoren und 
Lungenkrebs bei Patienten mit verschiedenen Formen orofazialer Spalten ergab. Auch 
andere Studien konnten einen Zusammenhang feststellen (Christensen et al., 2004; 
Menezes et al., 2009; Narod et al., 1997). Blot et al. (1980), Botto et al. (2013) und 
Steinwachs et al. (2000) fanden hingegen keinen Hinweis auf Assoziation. Die Mehrheit 
der bisher veröffentlichten Untersuchungen zu einer möglichen gemeinsamen 
genetischen Ätiologie von orofazialen Spalten und Krebserkrankungen war rein 
deskriptiv. Bis heute konnten deutliche Hinweise für einen Zusammenhang zwischen 
Krebs und orofazialen Spalten auf molekularer Ebene nur für das CDH1-Gen gefunden 
werden (Brito et al., 2015). Die bisherigen Studien beruhten auf der Analyse von 
Kandidatengenen und/oder Stammbäumen. Wir verwendeten in unserer Studie einen 
neuen Ansatz: genomweite SNP-Daten großer Kohorten von Patienten mit sporadischer 
Krebserkrankung bzw. NSCL/P wurden dahingehend ausgewertet, ob gemeinsame 
genetische Risiko-Loci zwischen NSCL/P und denjenigen Krebsentitäten bestehen, die 
laut epidemiologisch basierten Arbeiten eine Häufung bei NSCL/P zeigen. 
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1.2 Material und Methoden 
1.2.1 Suche nach GWAS zu NSCL/P-assoziierten Krebsentitäten 
Wir suchten mithilfe von Pubmed (National Center for Biotechnology Information, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) alle bis Juli 2012 veröffentlichten Studien, die 
einen Zusammenhang zwischen orofazialen Spalten und Krebserkrankungen untersucht 
hatten. Außerdem suchten wir in den Literaturverzeichnissen der so identifizierten 
Arbeiten nach weiteren Studien zu dieser Fragestellung. Auf dieser Grundlage erstellten 
wir eine Liste jener Krebsentitäten, zu denen eine Assoziation mit NSCL/P berichtet 
worden war (Supplementary Table S1). 
Im nächsten Schritt suchten wir mithilfe des„NHGRI GWAS Online-Katalogs" (Hindorff et 
al., 2010) und Pubmed GWAS zu den zuvor ermittelten Krebsentitäten, für die eine 
Assoziation mit NSCL/P beschrieben worden war.  
 
1.2.2 Identifizierung der Risiko-SNPs für NSCL/P und für NSCL/P-assoziierte 
Krebsentitäten aus der Literatur 
Bis Juli 2012 waren insgesamt zwölf Risiko-Loci für NSCL/P identifiziert worden (Beaty 
et al., 2010; Birnbaum et al., 2009; Grant et al., 2009; Ludwig et al., 2012; Mangold et 
al., 2010; Rahimov et al., 2008). Von diesen Loci wurde jeweils der Top-SNP als Risiko-
SNP für NSCL/P für die weiteren Analysen inunserer Studie gewählt (Table 1). 
Wir erstellten außerdem eine Liste aller autosomalen SNPs, die in mindestens einer der 
GWAS der zuvor gewählten Krebsentitäten (vgl. Abschnitt 1.2.1) genomweite 
Signifikanz erreicht hatten.  
 
1.2.3Untersuchung der genomweiten SNP-Datensätze 
Für die mit Krebs assoziierten SNPs wurde die Assoziation mit NSCL/P in den 
Datensätzen der beiden Metaanalysen von Ludwig et al. (2012) mit i) rein europäischer 
(meta_Euro) und ii) kombiniert europäisch/asiatischer (meta_all) Population bestimmt.  
Wir kontaktierten im Anschluss die Autoren der in Abschnitt 1.2.2 genannten Krebs-
GWAS. Die Autoren wurden gebeten, die Assoziation der zwölf Top-SNPs für NSCL/P 
(Table 1) in ihren Datensätzen der Krebs-GWAS zu bestimmen. 
Alle NSCL/P- und Krebs-SNPs, die in den jeweiligen Analyse-Datensätzen nicht 
vertreten waren, wurden durch einen Proxy-SNP (= Ersatz-SNP) ersetzt (vgl. 
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Supplementary Methods). Die P-Werte der Krebs-assoziierten SNPs in den NSCL/P-
Metaanalysen wurden unter Verwendung eines Simulationsverfahrens für multiples 
Testen korrigiert. Für die Korrektur für multiples Testen der P-Werteder NSCL/P-
assoziierten SNPs in den Krebs-GWAS wurde ein Korrekturfaktor von 384 verwendet 
(12 Risiko-Loci, 32 Krebs-GWAS-Datensätze). 
 
1.3. Ergebnisse 
Wir fanden zehn Publikationen, die das gleichzeitige Auftreten von NSCL/P und Krebs 
untersucht hatten. Hierin wurden elf primäre Krebsentitäten beschrieben: Hirntumoren, 
Brustkrebs, kolorektales Karzinom, Leukämie, Lymphom, Lebertumoren, Lungenkrebs, 
Neuroblastom, Prostatakrebs, Retinoblastom und Hautkrebs(Supplementary Table S1). 
Für das Retinoblastom und Lebertumoren wurden keine verwertbaren Daten in GWAS 
gefunden. Für die restlichen neun Krebsentitäten wurden 233 SNPs als genomweit 
signifikant in den jeweiligen Krebs-GWAS beschrieben. Davon wurden insgesamt 204 
Krebs-SNPs in den Daten der NSCL/P-Metaanalyse auf Assoziation geprüft, da einige 
SNPs durch einen Proxy-SNP ersetzt bzw. wegen fehlender Proxy-SNPs 
ausgeschlossen werden mussten (Supplementary Tables S2.1-S2.9). 
Nominale Signifikanz (P<0,05) erreichten 17 Krebs-SNPs: 14 SNPs in der meta_Euro 
Teilstichprobe und 12 SNPs in der meta_all Teilstichprobe (Table 2). In beiden Fällen 
sind dies mehr nominal signifikante SNPs als durch Zufall zu erwarten gewesen wäre 
(erwartete Anzahl pro Teilstichprobe: 10.2). Für acht dieser SNPs war das Krebsrisiko-
Allel identisch mit dem NSCL/P-Risiko-Allel (Table 2). Der Krebs-assoziierte SNP 
rs6457327 auf Chromosom 6p21.33 zeigte eine Assoziation mit grenzwertiger 
Signifikanz im europäischen NSCL/P-Datensatz, hielt aber der Korrektur für multiples 
Testen nicht Stand (Padj = 0,0528). Der SNP rs6457327 war in der GWAS von Skibola et 
al. (2009) mit dem follikulären Lymphom assoziiert. Das Risiko-Allel war in dieser GWAS 
wie auch im europäischen NSCL/P-Datensatz das C-Allel und somit identisch. 
Die Top-SNPs der zwölf NSCL/P-Loci wurden von unseren Co-Autoren in 32 
verschiedenen Krebs-Datensätzen auf Assoziation untersucht. Die Assoziation von 
rs13041247 auf Chromosom 20q12 mit dem Plattenepithelkarzinom der Haut blieb 
signifikant nach Bonferroni-Korrektur für 384 Tests (Padj= 0,0018). Allerdings 
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unterscheiden sich die Risiko-Allele für diesen SNP bei Patienten mit 
Plattenepithelkarzinom der Haut und Betroffenen von NSCL/P (Table 3). 
Zwei CDH1-SNPs (rs9929218 und rs1862748) wurden in unsere Studie einbezogen, die 
genomweite Signifikanz in einer GWAS zu Darmkrebs gezeigt hatten. Der SNP 
rs1862748 zeigte nominale Signifikanz (P = 0,0357) im NSCL/P-Datensatz (Table 2). 
Wir übernahmen nach unserer Literatursuche 16 genomweit signifikante Krebs-SNPs 
aus der Region 8q24.21. Keiner dieser SNPs zeigte eine signifikante Assoziation in den 
NSCL/P-Datensätzen. Für den NSCL/P-SNP rs987525 aus 8q24.21 konnte in den 
untersuchten Krebs-Datensätzen keine Assoziation nachgewiesen werden (Table 4). 
  
1.4 Diskussion 
Das Ziel der vorliegenden Studie war es, pleiotrope Risiko-Loci für NSCL/P und 
diejenigen Krebsentitäten zu identifizieren, von denen ein gemeinsames Auftreten mit 
NSCL/P in vorherigen, überwiegend epidemiologisch basierten Studien berichtet worden 
war. Zwei Ansätze wurden dafür verwendet:1) Risiko-SNPs bestimmter Krebsentitäten 
wurden in zwei großen, genomweiten SNP-Datensätzen von NSCL/P-Patienten auf 
Assoziation untersucht. 2) Die Assoziation bekannter NSCL/P-Risiko-Varianten wurde 
mit bestimmten Krebsentitäten in entsprechenden GWAS-Datensätzen bestimmt. 
Dieses Vorgehen reduzierte die Anzahl der Tests und beschränkte damit die 
erforderliche Korrektur für multiples Testen, sodass die Wahrscheinlichkeit für die 
Identifikation gemeinsamer Risiko-Loci stieg. 
In unseren Analysen zeigte der NSCL/P-Risiko-SNP rs13041247 auf Chromosom 20q12 
auch nach Korrektur für multiples Testen eine signifikante Assoziation mit dem 
Plattenepithelkarzinom der Haut im Datensatz des isländischen Krebsregisters. Zu 
beachten ist hier allerdings, dass das NSCL/P-Risiko-Allel (T) nicht identisch ist mit dem 
Hautkrebsrisiko-Allel (C). rs13041247 liegt 45 kb strangabwärts des „musculo-
aponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B“-Gen (MAFB), das den 
Transkriptionsfaktor „v-maf“ kodiert. Beaty et al. (2010) konnten mittels Tiermodellen 
und Sequenzierungen die Hypothese untermauern, dass MAFB ein Kandidatengen für 
die Entstehung von NSCL/P an diesem Locus ist. MAFB kontrolliert das „grainyhead-like 
transcription factor 3”-Gen GRHL3 (Lopez-Pajares et al., 2015). Mutationen in GRHL3 
verursachen die Entstehung des Van der Woude-Syndroms, der häufigsten 
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syndromalen Form der Lippen-Kiefer-Gaumen-Spalten. In Hautproben von 
Plattenepithelkarzinomen von Mäusen und Menschen wurde eine reduzierte oder 
fehlende GRHL3-Expression beobachtet (Bhandari et al., 2013).  
Der SNP rs6457327 aus 6p21.33 erreichte unter den Krebs-SNPs den niedrigsten P-
Wert in den NSCL/P-Datensätzen. Der P-Wert war jedoch nach Korrektur für multiples 
Testen knapp nicht mehr statistisch signifikant. Dieser SNP war ursprünglich in der 
GWAS von Skibola et al. (2009) als Risiko-Locus für das follikuläre Lymphom 
aufgefallen. rs6457327 liegt 58 kb strangabwärts des „POU class 5 homeobox 1“-Gens 
(POU5F1), das auch als OCT4 bezeichnet wird. Wang et al. (2012) zeigten, dass OCT4 
den BMP4-Stoffwechselweg reguliert. BMP4 ist an der Palatogenese bei Säugern 
beteiligt (Zhang et al., 2002) und wurde bereits mit humanen NSCL/P in Verbindung 
gebracht (Chen et al., 2012; Suazo et al., 2011). OCT4 wird in Krebszelllinien und bei 
verschiedenen Krebsentitäten überexprimiert (Gazouli et al., 2012; Linn et al., 2010; 
Yang et al., 2012). Somit ist die Hypothese plausibel, dass rs6457327 die Expression 
von OCT4 reguliert, und dass hierdurch möglicherweise ein gemeinsamer zellulärer 
Prozess in der Onkogenese und der Entwicklung von NSCL/P gesteuert wird. 
Durch die Wahl unserer Einschlusskriterien sind zwei Fehlerquellen möglich: 1) Wir  
achteten darauf, nur Untersuchungen zu der Assoziation des Krebsrisikos mit NSCL/P 
und keinem anderen Subtyp orofazialer Spalten aufzunehmen, um eventuell 
vorhandene genetische Heterogenität zu reduzieren. Da jedoch die Nomenklatur 
orofazialer Spalten nicht einheitlich angewendet wird, besteht die Möglichkeit, dass 
unsere Studie Krebsentitäten enthält, die mit anderen Spaltenformen als der „reinen" 
NSCL/P assoziiert sind. 2) Es ist möglich, dass Krebsentitäten ausgeschlossen wurden, 
die tatsächlich mit NSCL/P assoziiert sind, da der Zusammenhang mit NSCL/P in der 
jeweiligen Veröffentlichung nicht genau beschrieben war. Neuere Resequenzierungs- 
und Assoziationsstudien bekräftigten den Beitrag von CDH1-Varianten zur Entstehung 
von NSCL/P (Brito et al., 2015). Frebourg et al. (2006)und Kluijt et al. (2012) hatten bis 
Juli 2012 als einzige eine mögliche Co-Segregation von CDH1-bedingtem Magenkrebs 
und orofazialen Spalten beschrieben, die jedoch nicht auf den NSCL/P-Phänotyp 
beschränkt waren, sodass Magenkrebs nicht in unsere Liste der NSCL/P-assoziierten 
Krebsentitäten aufgenommen wurde. Dennoch waren zwei CDH1-SNPs (rs9929218 und 
rs1862748) in unserer Liste der Krebs-SNPs enthalten, da sie genomweit signifikante 
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Ergebnisse in einer GWAS zu Darmkrebs gezeigt hatten. rs1862748 wies nominale 
Signifikanz (P = 3.57x10-2) im NSCL/P-Datensatz (meta_all) auf (Table 2). 
Darüber hinaus können wir nicht ausschließen, dass NSCL/P mit anderen Krebs-
Subtypen assoziiert ist, als in der vorliegenden Studie untersucht wurden, da sich viele 
der GWAS auf spezifische Krebs-Subtypen konzentrierten. So wurden zum Beispiel 
GWAS zu akuter lymphatischer Leukämie, chronisch myeloischer Leukämie, chronisch 
lymphatischer Leukämie, follikulärem Lymphom oder klassischem Hodgkin-Lymphom 
durchgeführt (Supplementary Tables S2.4 und S2.6). Diese Unterformen repräsentieren 
jedoch bei weitem nicht alle Leukämien und Lymphome. 
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass der Altersdurchschnitt der untersuchten Personen 
in den deskriptiven Studien zu NSCL/P und Krebserkrankungen sehr niedrig war. 
Folglich ist es möglich, dass in unserer Analyse assoziierte Krebserkrankungen nicht 
berücksichtigt wurden, die üblicherweise erst im höheren Alter auftreten. 
Aus der vorliegenden Studie zogen wir außerdem Erkenntnisse über die Region 
8q24.21, die einen wichtigen Risiko-Locus für NSCL/P mit dem Top-Marker rs987525 
enthält (Birnbaum et al. 2009; Mangold et al. 2011). Sechzehn der 204 Krebsrisiko-
SNPs liegen in der Region 8q24.21 (Table 4). Jedoch zeigte keiner dieser SNPs eine 
signifikante Assoziation in den NSCL/P-Datensätzen und keine dieser Varianten steht im 
Kopplungsungleichgewicht mit rs987525. Dies deutet darauf hin, dass dieser Locus 
unterschiedliche regulatorische Regionen enthalten könnte, die für verschiedene 
Entwicklungsprozesse verantwortlich sind. Diese Hypothese wird durch Daten von Uslu 
et al. (2014) unterstützt, die zeigten, dass im benachbarten Bereich zu rs987525 ein 
Enhancer-Element liegt, dessen Deletion zu einer deutlichen Reduktion der Myc-
Expression bei homozygoten Mausembryonen ausschließlich in den Gesichtsstrukturen 
führte. 
 
1.5 Zusammenfassung 
Zusammenfassend ist dies ist die erste Studie, die pleiotrope Risiko-Loci für NSCL/P 
und bestimmte Krebserkrankungen mithilfe großer, genomweiter Datensätze beschreibt. 
Kein Marker in unserer Studie zeigte eine signifikante Assoziation in beiden 
Phänotypen, jedoch ergaben sich Hinweise auf einen gemeinsamen genetischen 
Risikofaktor von NSCL/P und dem follikulären Lymphom in der Region 6p21.33, sowie 
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von NSCL/P und dem Plattenepithelkarzinom der Haut in der Region 20q12. Ob und in 
welchem Umfang die Ausbildung dieser Phänotypen durch eine veränderte Funktion der 
mutmaßlichen Kandidaten-Gene beeinflusst wird, bleibt unklar. Unsere Studie ist ein 
vielversprechender Ausgangspunkt für die weitere Erforschung der gemeinsamen 
genetischen Ätiologie von orofazialen Spalten und Krebserkrankungen.  
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